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PROCEDE DE PREPARATION DE FRAGMENTS D'ADN PAR 
FRAGMENTATION SELECTIVE D'ACIDES NUCLEIQUES ET SES 
APPLICATIONS, 

L'invention conceme un precede de preparation de fragments 
5 d'ADN par jfragmentation selective d'acides nucleiques et ses applications pour 
r analyse des genomes et des transcriptomes. 

Les techniques d' analyse des genomes et des transcriptomes 
d'especes (animaux, vegetaux, microorganismes) differentes ou bien de sous-groupes 
ou d'individus differents au sein de ces especes, reposent sur la detection de 
10 marqueurs ou d'empreinte(s) genetique(s) par fragmentation de TADN (genome ou 
ADNc) a I'aide d'une ou plusieurs enzymes de restriction puis analyse, par tout moyen 
approprie des fragments d'ADN ainsi obtenus. 

Ces techniques ont des applications dans des domaines extremement 
varies de la biologic comme la cartographic genetique, le genotypage d'especes, de 
15 varietes, d'individus (animaux, vegetaux, microorganismes), la detection de poly- 
morphisme(s) (SNP ou Single Nucleotide Polymorphism) des genes lie(s) a des carac- 
tbiGs phenotypiques, notamment a des maladies, ainsi que Tetablissement de profils 
d' expression geniques. 

Toutefois, du fait notamment de la complexite des genomes, les 
20 techniques proposees ne permettent pas une analyse systematique a haut-debit des 
genomes et des transcriptomes par des techniques automatisees du type hybridation 
sur des puces a ADN. En effet : 

• la technique RFLP (Restriction Fragment Length 
Polymorphism) qui comprend Tanalyse par Southern-blotting des fragments generes 
25 par les enzymes de restriction possede une faible resolution, dans la mesure ou elle ne 
permet d'analyser qu'un seul ou, au plus, quelques loci en une seule reaction. En 
outre, les fragments obtenus ne peuvent pas etre analyses par hybridation sur des puces 
k ADN du fait du nombre trop important de fragments generes, qui entraine une 
saturation de la puce. 

30 • la technique AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) 

decrite dans la Demande de brevet europeenne (EP 0 534 858) au nom de KEYGENE, 
qui a ete adaptee a I'analyse sur puces a ADN (Jaccoud et aL, N.A.R., 2001, 29, 4^25), 
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permet de reduire la complexite de I'echantillon de depart h une centaine de fragments 
par amplification s61ective d'une fi-action des firagments, par PGR a I'aide d'amorces 
comprenant en 3' de la sequence du site de restriction, une sequence specifique de 
quelques bases (environ 1 a 10). Ainsi une paire d'amorces possedant n bases selec- 
5 lives permet en theorie d'amplifier uniquement une fraction 1/4^" des fragments 
correspondant a ceux qui possedent une sequence complementaire de la sequence 
selective, soit 1/16^"^^ et 1/256'^""^ des fragments pour respectivement n = 1 et n = 2. 

• la technique d'amplification selective de TADN par ligation 
d*adaptateurs (Ligation-mediated FCR technique) decrite notamment dans la Demande 
10 EP 0735 144 au nom de RESEARCH DEVELOPMENT CORPORATION OF 
JAPAN et les articles aux noms de Zheleznaya et al.. Biochemistry, 1995, 60, 1037- 
1043, et Smith et aL, PCR Methods and Applications, 1992, 2, 21-27, permet de 
reduire la complexity de Techantillon de depart par amplification selective d'une fi-ac- 
tion de fi-agments de restriction obtenus par clivage avec une enzyme de restriction de 
15 type IIS et eventuellement de type IIN, puis ligation avec Tun des adaptateurs 
complementaire de Textremite cohesive generee par ladite enzyme de type IIS et 
eventuellement IIN. 

Toutefois, malgre la reduction de la complexite de Techantillon de 
depart proposee dans les techniques precedentes, 1' hybridation des cibles obtenues 
(produits PCR de plusieurs centaines de paires de bases) sur des supports du type 
puces a ADN, c'est-a-dire de cibles avec des sondes de 10 ^ 20 bases est souvent de 
mauvaise qualite (signaux faibles, faux negatifs et faux positifs) pour les raisons 
suivantes : 

- la presence de structures secondaires dans la cible diminue 
I'efFicacite de Thybridation de la sonde, du fait de la diminution de Taccessibilite a la 
cible et de Timpossibilite d'optimiser les conditions d'hybridation en raison de la pre- 
sence d'un grand nombre de fragments, de stmctures differentes, a hybrider avec une 
meme sonde, et 

- des reactions d'hybridation non-specifique ou d'hybridation croisee 
avec des sequences « non-cibles » possedant des similarites avec la sequence cible 
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de sequences specifiques et la capacite de discrimination de ces techniques, du fait de 
Taugmentation du bruit de fond, 

• le Brevet americain 6,258,539 au nom de THE PERKIN- 
ELMER CORPORATION preconise d'hybrider des cibles de petites tailles (environ 
5 30 paires de bases) sur des supports du type puces a ADN ; les cibles sont generees a 
partir d'un fragment de restriction representatif de TADNc a analyser, par : (i) ligation 
d'une des extremites du fragment avec un adaptateur contenant le site de reconnais- 
sance d'une enzyme de restriction de type IIS puis clivage de Textremite 5' dudit 
fragment par ladite enzyme de type IIS. Cette technique n'est pas adaptee a T analyse 

10 de populations complexes d'acides nucleiques comme des genomes ou des transcrip- 
tomes pour lesquels il est impossible d'obtenir un seul fragment de restriction repre- 
sentatif de chaque molecule d'interet 4 analyser. 

II ressort de ce qui precede qu'il existe un reel besoin de disposer de 
methodes d' analyse des genomes et des transcriptomes, mieux adaptees aux besoins de 

15 la pratique, notamment en ce qu'elles sont a la fois fiables, reproductibles, sensibles, 
specifiques, rapides et simples a mettre en oeuvre. De telles methodes, permettant ainsi 
d'analyser simultanement un grand nombre d'echantillons sur des supports du type 
puces a ADN, seraient done parfaitement adaptees a T analyse systematique des 
genomes et des transcriptomes pour les applications precitees. 

20 C'est la raison pour laquelle les Inventeurs ont mis au point un 

procede de preparation de fragments d'ADN par fragmentation selective d'acides 
nucleiques (ADN genomique, ADNc retro-transcrit a partir d'ARNm) qui permet 
avantageusement d'obtenir un ou plusieurs ensemble(s) de courts fragments d'ADN 
(inferiems a 100 bases ou 100 paires de bases) representatif(s) de la totalite du genome 

25 ou du transcriptome a analyser ; ce procede permet ainsi d'obtenir une hybridation a la 
fois rapide, efficace, fiable, reproductible, sensible et specifique de molecules d'acides 
nucleiques cibles (ADN, ARN) avec des sondes oligonucleotidiques immobilisees sur 
des supports miniaturises du type puce a ADN ; ledit procede est utile aussi bien pour 
la preparation d'ADN-cibles aptes a s'hybrider avec des sondes nucleotidiques et en 

30 particulier avec des sondes oligonucleotidiques immobilisees sur des supports miniatu- 
rises du type puce a ADN (detection de marqueur(s) ou d'empreinte(s) genetique(s)), 
que pour la preparation de sondes a ADN, notamment de puces a ADN aptes a 



wo 2004/094662 PCT/FR2004/000963 

4 

s'hybrider avec des acides nucl6iques -cibles (ADN, ARN), (preparation de 
marqueur(s) ou d'empreinte(s) genetique(s)). 

La presente invention a ainsi pour objet un procede de preparation 
de fragments d'ADN, a partir d'un 6chantillon d'acides nucleiques a analyser, lequel 
5 procede est caracterise en ce qu'il comprend la fragmentation selective desdits acides 
nucleiques a Taide d'au moins les etapes suivantes (figure 1) : 

I. Une premiere selection de fragments courts comprenant : 

a) la preparation de premiers fragments d'ADN doubie-brin Fl a 
I'aide d'au moins une enzyme de restriction El, apte k fragmenter de maniere alea- 

10 toire Techantillon d'acides nucleiques a analyser, en generant lesdits fragments Fl 
d'ADN aux extremites franches ou cohesives, 

b) la ligation des extremites desdits fragments Fl d'ADN obtenus k 
Tetape a) a au moins un adaptateur AA', de maniere k former un motif - situe a la 
jonction de I'extremite complementaire dudit adaptateur et de Textremite 5' desdits 

1 5 fragments F 1 , tel que : 

- la sequence dudit motif est celle des N-x premieres paires de bases 
du site de reconnaissance -a N paires de bases- d'une en2yme de restriction E2 dont le 
site de coupure est situe en aval dudit site de reconnaissance, avec 1< x < N-1 et 

- son extremite 3' -situee en 5' desdits fragments d'ADN Fl- est 
20 celle du site de restriction de I'enzyme de restriction El (obtention de fragments F' 1), 

c) la coupure des fragments F'l d'ADN obtenus en b) -a proximite 
de leur extremite 5'- a Taide de ladite enzyme de restriction E2, de fafon a selection- 
ner une fraction de fragments courts F2, 

d) la purification par tout moyen approprie de ladite fraction de 
25 fragments courts F2, 

et ^ventuellement, 

II. Une deuxieme selection d'un ou plusieurs sous-ensembles de 
fragments a partir de la fraction de fragments courts F2 obtenue a I'etape d), confor- 
mement aux etapes suivantes (figure 3) : 

30 e) la ligation de I'extremite libre (non liee a I'adaptateur AA') de 

BB' (obtention de fragments F'2), et 
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f) ramplification des fragments courts F'2 lies auxdits adaptateurs 
(AA' et BB'), a Taide d'au moins un couple d'amorces appropriees. Tune au moins 
6tant eventuellement marquee a son extremite 5', de fa9on a selectionner au moins un 
sous-ensemble de fragments courts F'2, a partir de la fraction de fragments courts F2 
5 obtenue en d). 

Au sens de la presente invention on entend par : 

• fragment d' ADN, un fragment d' ADN double-brin, 

• fragment court F2 ou F'2 . un fragment d'ADN inferieur a 100 paires de bases, 

• fragment long Fl ou F'L un fragment d' ADN de plusieurs centaines de paires 
10 de bases, 

• adaptateur , un oligonucleotide double brin d'au moins 6 paires de bases, 

• extremite 5' et extremite 3\ r elativement k un fragment d' ADN, un adaptateur 
ou un site de reconnaissance ou de coupure d'une enzyme de restriction, 
respectivement Textremit^ 5' et Textremite 3* du brin positif dudit fragment 

15 d'ADN, dudit adaptateur ou dudit site de reconnaissance ou de coupure d'une 

enzyme de restriction, 

• extremite Libre , relativement a un fragment d'ADN, I'extremite qui n'est pas 
liee a un adaptateur, 

• extremite complementaire d'un adaptateur, I'extremite dudit adaptateur qui se 
20 lie a I'extremite 3' ou 5' d'un fragment d'ADN ; lorsque ledit adaptateur se lie 

a I'extremite 5' dudit fragment d'ADN, il s'agit de I'extremite 3' dudit adap- 
tateur et inversement, 

• fraction de fragments, une fraction de fragments courts F2 preparee a partir des 
fragments (longs) Fl obtenus a I'etape a) ou une fraction de fragments courts 

25 F'2, preparee a partir des fragments courts F2 ; les termes fraction, ensemble 

ou groupe sont consideres comme equivalents et employes indifferemment 
dans ce qui suit et il en va de meme pour les termes sous-ensemble(s) et sous- 
groupe(s), 

• site de coupure, le site de restriction d'une endonuclease (enzyme de restric- 
30 tion) ; dans ce qui suit le terme site de coupure ou site de restriction sont 

employes indifferemment. 
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La combinaison des etapes a) a d) du precede de preparation de 
fragments d'ADN selon Tinvention permet avantageusement a la fois : 

- d'obtenir des fragments courts F2 representatifs de la totalite du 
g6nome ou du transcriptome a analyser, c'est-a-dire d'une longueur equivalente a 

5 celle des sondes oligonucleotidiques (figure 1), et 

- de reduire la complexite de Techantillon a analyser par une 
selection k Taide des adaptateurs AA' d'une fraction de fragments courts F2 repre- 
sentatifs du genome ou du transcriptome a analyser (figure 2) ; une telle s6Iection 
permet d'eviter las problemes de saturation du support du type puce a ADN utilise 

1 0 pour rhybridation. 

La combinaison des etapes a) a f) du precede de preparation de 
fragments d'ADN selon Tinvention permet avantageusement a la fois (figure 2) : 

- d'obtenir des fragments courts F'2 representatifs de la totalite du 
genome ou du transcriptome h analyser, c'est-^-dire d'une longueur equivalente k 

15 celle des sondes oligonucleotidiques (figures 1 et 3) ; 

- de reduire la complexite de Techantillon a analyser par une 
premiere puis une deuxieme selection a I'aide des adaptateurs AA' et BB', d'un ou 
plusieurs sous-ensembles de fragments courts F'2 representatifs du genome ou du 
transcriptome a analyser (figure 2) ; une telle selection permet d'eviter les problemes 

20 de saturation du support du type puce a ADN utilise pour Thybridation, et 

- de detecter a partir de I'ensemble de fragments courts F2 un 
nombre maximum d'empreintes ou de marqueurs genetiques dififerents representatifs 
du genome ou du transcriptome a analyser, par une deuxieme selection de sous- 
ensembles de cet ensemble de fragments courts F2 obtenus a I'etape d), a I'aide 

25 d'adaptateurs differents (B|Bi', 8262'..), (figures 2 et 3). 

L'utilisation de teis fragments courts F2 ou F'2 comme cibles ou 
sondes dans des techniques d'hybridation sur puces k ADN, presente les avantages 
suivants par rapport aux techniques d'analyse de genomes ou de transcriptomes de 
Tart anterieur : 

30 • fiabilite et reoroductibilite 

par ligation d'adaptateurs et coupure par des enzymes de restriction est representative 
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de la totalite du genome ou du transcriptome a analyser, Ces fragments courts d'une 
part sont plus faciles a amplifier et d'autre part, permettent de travailler sur de FADN 
partiellement degrade. En outre, la reduction de la complexite de I'dchantillon a 
analyser par une premiere selection, a Taide de Tadaptateur AA', d'une fraction de 
fragments courts F2 representatifs du genome ou du transcriptome a analyser, qui 
permet d'eviter les problemes de saturation du support du type puce a ADN utilise 
pour rhybridation, contribue egalement a augmenter la fiabilite et la reproductibilite 
de Tanalyse des genomes ou des transcriptomes. 

• sensibilite et specificite 

La sensibilite et la specificite de Thybridation sont augmentees du 

fait de : 

- la reduction de la taille des fragments a hybrider (cibles ou sondes 
de moins de 100 bases ou paires de bases au lieu de plusieurs centaines de bases ou de 
paires de bases dans les techniques de Tart anterieur) ; cette reduction diminue les 
reactions d'hybridation croisee et les faux positifs par elimination des « sequences 
non-cibles», et augmente le signal d'hybridation par diminution des structures 
secondaires de I'ADN, 

- riiarmonisation des conditions d'hybridation (temperature) pour 
des fragments de taille homogene, 

- la purete de I'ADN (elimination de I'enzyme, des tampons et des 
longs fragments d'ADN restants.) 

• simplicite 

La fragmentation des acides nucleiques (cible ou sonde) comprend 
des etapes simples a mettre en oeuvre (digestion enzymatique, ligation). En outre, 
Toptimisation de la longueur, de la structure et de la composition de TADN (cible ou 
sonde) peraaet d'obtenir une hybridation de bonne qualite (pas de faux positifs, peu de 
bruit de fond..) et done de minimiser le nombre de contrdles necessaires et par conse- 
quent de reduire la complexite de la puce. 

• rapidite 

La duree d'hybridation est reduite de fafon importante et est infe- 
rieure k I h (environ 15 a 20 min), au lieu de 12 h i 18 h dans les techniques de Tart 
anterieur. 
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• cout peu eleve 

La reduction de la complexite de la puce permet de reduire le cout 

de cette demiere. 

En raison de ces differents avantages, le procede de preparation de 
fragments d' ADN par fragmentation selective d'acides nucleiques selon I'invention est 
particulierement bien adapte a : 

- I'analyse rapide d'un grand nombre d'echantillons d'acides 
nucleiques-cibles (ADN genomique ou ADNc obtenu par retro-transcription d' ARNm) 
sur des puces a ADN, et 

- la preparation de sondes de taille reduite et controlee a partir d'ARN 
ou d'ADN genomique, notamment pour la fabrication de puces a ADN sur lesquelles 
sont immobilisees lesdites sondes representant des marqueurs genetiques de genomes 
ou de transcriptomes. 

Conformement au procede de T invention, les fragments Fl d'ADN 
double-brin de Tetape a) sont obtenus par les techniques classiques connues en elles 
memes. Par exempie, TADN genomique extrait de Techantillon a analyser est 
fragmente de fa9on aleatoire a Taide d'une ou plusieurs enzymes de restriction El 
generant des fragments aux extremites franches ou cohesives, selectionnee(s) en 
fonction de leur frequence de coupure de TADN a analyser, de fagon a obtenir des 
fragments inferieurs a 1000 pb, de Tordre de 200 a 400 pb. L'ARN (ARNm, ARN 
genomique d'un microorganisme...) est extrait de Techantillon a analyser, converti en 
ADNc double brin par retro-transcription puis fragmente de fa9on analogue a TADN 
genomique. Parmi les endonucleases de restriction El utilisables pour couper I'ADN 
de mammiferes, on pent citer de fa9on non-limitative : EcoR /, BamH I Pst I Msp /, 
XmaCl Eco 561 Ksp I Dra I, Ssp /, Sac I BbvC I Hind III Sph I XbaletApa L 

Conformement a Tinvention Tenzyme El genere soit des extremites 
franches, soit des extremites cohesives ; elle genere de preference des extremites 
cohesives qui ont I'avantage de permettre la ligation avec un seul adaptateur, 

Conformement au procede de Tinvention, Tadaptateur tel que defini 
a Petape b) est un oligonucleotide d'au moins 6 pb, form6 de deux brins complemen- 
tctiics i^rx CL i-v ^ ; icuiL auaptaicur, cu u^, Oai nc auX CA^uciiiiici) uuciii xragmeac a /\uiN 
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Fl par tout moyen approprie, connu en lui-meme, notamment a I'aide d'une ligase a 
ADN, telle que la T4 ligase. 

Conformement au precede de T invention, les etapes a) et b) sontxeali- 
sees successivement ou simultanement. 
5 Conformement au procede de Tinvention, I'extremite 3' du site de 

coupure de I'en2yme de restriction El et I'extremite 5' du site de reconnaissance de 
r enzyme de restriction E2 se chevauchent sur au moins une paire de bases (figure 2), 
ce qui permet de selectionner une fraction de fragments courts F2 par coupure avec 
Tenzyme de restriction E2 ; ces fragments courts F2 sont issus de la fraction de frag- 

10 ments longs F'l obtenus a Tetape b), qui comprend la totalite du site de reconnais- 
sance de ladite enzyme de restriction E2 (N paires de bases). Parmi les en2ymes de 
restriction E2, on pent citer de fa9on non-limitative : Bpm /, Bsg I et BpuE I qui 
coupent 16 nucleotides en aval de leur site de recormaissance, et Eci /, BsmF I Fok /, 
Mme I et Mbo II qui coupent respectivement 1 1, 10, 9, 20 et 8 nucleotides en aval de 

15 leur site de recormaissance. Conformement au procede de T invention, le chevauche- 
ment desdits sites peut-etre parfait (absence de misappariement) ou il pent comprendre 
au moins un misappariement (voir par exemple la paire de bases situee en deuxieme 
position du site Ksp I (enzyme de restriction El) qui n'est pas complementaire de la 
paire de base en premiere position du site Eci I (enzyme de restriction E2), figure 2) ; 

20 dans ce cas, la sequence du site de reconnaissance de P enzyme de restriction E2 est 
restauree par ligation avec un adaptateur dont Textremite est complementaire dudit 
site de reconnaissance de I'enzyme de restriction E2 (adaptateur comprenant la 
sequence « GGC » a Textremite 3' du brin A dans Texemple precite). 

Le nombre 1 a N-1 de paires de bases du site de reconnaissance de 

25 I'enzyme de restriction E2 situees dans la region de la jonction de Textr^mite 3' 
complementaire dudit adaptateur AA' et de Textremite 5' desdits fragments d'ADN 
Fl et la longueur dudit site de reconnaissance de Tenzyme de restriction E2, d^ter- 
minent la fraction de fragments courts qui pent etre selectiormee a partir de 1' ensemble 
des fragments (longs) Fl generes a Tetape a) ; pour un site de reconnaissance E2 de N 

30 pb et un chevauchement de n pb, entre El et E2, la fraction de fragments selectionnes 
correspond a l/4^""\ cette valeur etant augmentee d'un multiple de 2 pour toute paire 
de bases puriques ou pyrimidiques reconnue indifferemment par ladite enzyme de 
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restriction E2 (en2yme Mme /, figure 2). Ainsi, plus le chevauchement est important, 
plus le nombre de fragments contenus dans la fraction est grand (facteur de selection 
ou de reduction de la complexite de Techantillon faible), et inversement (facteur de 
selection ou de reduction de la complexite de Techantillon eleve), (figure 2). 
5 Conformement au procede de P invention, la coupure a Textremite 5' 

des fragments longs F'l a I'etape c), permet d^obtenir de courts fragments d'ADN F2 
representatifs du genome ou du transcriptome a analyser, susceptibles de contenir un 
marqueur genetique apte a Stre detecte par hybridation avec une sonde nucleotidique 
specifique, en particxilier im oligonucleotide complementaire dudit marqueur g6ne- 
0 tique. Altemativement, lesdits firagments sont immobilises sur un support solide du 
type puce a ADN et utilises comme empreinte ou marqueur genetique pour analyser 
des genomes ou des transcriptomes. 

Conformement au procede de T invention, la purification des frag- 
ments courts F2 -eventuellement simple-brin et/ou lies a un marqueur approprie 
(biotine, digoxygenine, fluoresceine)- (etape d), est realisee par tout moyen approprie 
connu en lui-meme, par exemple : la chromatographic d'exclusion, la filtration, la 
precipitation a Taide de melanges d'ethanol et d'acetate d'ammonium ou de sodium, 
la liaison a un support fonctiomialise (billes magnetiques, billes de polymere non- 
magnetique ou surface d'or, couplees notamment a la streptavidine ou a un anticorps 
anti-digoxygenine, anti-fluoresc6ine ). 

Selon un mode de mise en ceuvre avantageux du procede selon 
rinvention, Tetape a) est realisee avec deux enzymes de restriction El differentes, 
EIa et Elc, telles que : 

- Tune au moins genere des extremites cohesives, distinctes de celles 
eventuellement generees par T autre enzyme de restriction, et 

- Textremite 3' du site de restriction de EIia est celle du motif tel 
que defini a Tetape b). 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de mise en ceuvre. 
Tune des enzymes coupe frequemment et I'autre rarement. 

De preference, ren2yme qui coupe frequemment est T enzyme EIa, 
ciiz-jriAic^ ^^A ^cneie au muiixs une exuciiiitc u an iragnieiit ri, 401 se iie a 
Tadaptateur AA' k I'etape b). L'enzyme EIa est liee a Tenzyme E2 dans la mesure ou. 
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rextremite 3' du site de restriction de El^ correspond aux N-x premieres paires de 
bases du site de reconnaissance de E2. L'enzyme Elc genere au moins une extremite 
d'un fragment Fl-identique ou different de celui g6nere par Tenzyme El a, laqueile 
extremite se lie, a I'etape b), a un second adaptateur CC qui est different de 
5 Tadaptateur AA', De maniere preferee, I'extremite 3' du site de restriction de Elc est 
differente de celle des N-x premieres paires de bases du site de reconnaissance de 
Tenzyme E2, telle que defmie a Tetape b), de maniere a ne pas reconstituer la 
sequence des N-x premieres bases ou paires de bases du site de reconnaissance de 
Tenzyme de restriction E2, par ligation dudit adaptateur CC a Tune au moins des 

10 extremites desdits fragments d*ADN obtenus en a). 

L'utilisation d'xm tel couple d'enzymes, permet de reduire encore 
d'avantage la complexite de I'echantillon a analyser par une selection supplementaire 
d'un ensemble de fragments A=C, notamment par liaison a un support fonctionnalise 
par un ligand du marqueur lie a Textremite 5' de Padaptateur CC (figures 7 et 8). 

15 A titre d'exemple non-limitatif d' enzymes qui coupent I'ADN 

firequenunent, on pent citer celles dont le site de restriction possede 4 paires de bases 
comme Msp I et Taq^ L 

A titre d'exemple non-limitatif d'enzymes qui coupent TADN 
rarement, on peut citer celles dont le site de restriction possede 5 ou 6 paire de bases, 

20 comme Pst I et EcoR L Selon un mode de mise en oeuvre avantageux du precede selon 
r invention, il comprend une etape additionnelle de purification des fragments infe- 
rieurs a 1000 pb, pr^alablement a I'etape b) de ligation. Ladite purification est efifec- 
tuee par tout moyen approprie connu en lui-meme, notamment par separation des pro- 
duits de digestion obtenus en a) par electrophorese en gel d' agarose, visualisation des 

25 bandes correspondant aux diff^rents fragments obtenus, prelevement de(s) bande(s) du 
gel correspondant aux fragments inferieurs a 1000 pb et extraction desdits fragments 
d'ADN double brin selon les techniques classiques. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux du procede selon 
rinvention, Tadaptateur AA' tel que defmi a I'etape b) comprend a I'extremite 3' du 

30 brin A et/ou 5' du brin A% une zone 1 d' environ 1 a 8 bases ou paires de bases, 
identique ou complementaire - en partie ou en totalite- au site de coupure de Tenzyme 
El ou EIa, choisie de maniere d reconstituer la sequence des N-x premieres bases ou 
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paires de bases du site de reconnaissance de I'enzyme de restriction E2, par ligation 
dudit adaptateur AA* a Tune au moins des extr6mites desdits fragments d'ADN 
obtenus en a). Ladite zone 1 peut eventuellement inclure un ou plusieurs misapparie* 
ments avec la sequence dudit site de coupure de Tenzyme 1. 
5 Selon encore un autre mode de mise en oeuvre avantageux du pro« 

cede selon T invention, Padaptateur CC tel que defini ci-dessus comprend a 
Textremite 3' du brin C et/ou 5' du brin C\ une zone 1 d'environ 1 a 8 bases ou paires 
de bases, complementaire — en partie ou en totalite- au site de coupure de Tenzyme 
Elc ; ladite zone 1 peut eventuellement inclure uri ou plusieurs misappariements avec 

10 la sequence dudit site de coupure de T enzyme Elc. Ladite zone 1 qui est differente de 
la zone 1 de Padaptateur AA' est choisie de maniere k : (i) lier uniquement Textremite 
generee par ren2yme Elc mais pas celle generee par Tenzyme EIa et (ii) ne pas 
reconstituer la sequence des N-x premieres bases ou paires de bases du site de 
reconnaissance de Tenzyme de restriction E2, par ligation dudit adaptateur CC a 

15 Tune au moins des extremites desdits fragments d'ADN obtenus en a). 

Selon encore un autre mode de mise en oeuvre avantageux du pro- 
cede selon rinvention, Padaptateur AA' tel que defini a Petape b) ou Padaptateur CC 
tel que defini ci-dessus, comprerment en amont de la zone 1^ une zone 2 d'au moins 6 
paires de bases qui permet d'ameliorer Phybridation par allongement de Padaptateur. 

20 La sequence de cette zone 2 est selectionnee par tout moyen approprie connu en lui 
meme, notanmaent a Paide de logiciels de prediction de sequences appropries permet- 
tant d'optiraiser la longueur, la stmcture et la composition des oligonucleotides 
(pourcentage de GC, absence de structures secondaires et/ou d'auto-appariement...) ; 
de preference, ledit adaptateur comprend au moins une base situee entre la zone 1 et la 

25 zone 2, differente de celle qui dans le site de coupure de Penzyme de restriction El, 
est immediatement adjacente k la sequence complementaire precedente ; cette base 
permet de ne pas reconstituer ledit site de restriction apres la ligation de Padaptateur a 
Petape b) et done d'eviter le clivage de Padaptateur lie a Pextremite dudit fragment 
d' ADN double-brin, 

30 Selon encore un autre mode de mise en oeuvre avantageux du 

Padaptateur CC tel que d6fini ci-dessus comprennent un residu de phosphate lie de 
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fafon covalente a Textrdmite 5' du brin A' et/ou C ; ce residu de phosphate permet a 
line en2yme comme la T4 ADN ligase de iier ledit adaptateur aux extremites 3'-OH 
du fragment d'ADN double brin (Fl), par Tintennediaire d'une liaison phospho- 
diester. 

5 Selon encore un autre mode de mise en oeuvre avantageux du 

procede selon rinvention, Tadaptateur AA' tel que defini a Tetape b) et/ou 
Tadaptateur CC tel que defini ci-dessus sont lies a I'extremite 5' du brin A et/ou C a 
des marqueurs differents 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de mise en oeuvre, 

10 Textremite 5' du brin C de Tadaptateur CC est liee a un marqueur qui pent se fixer 
sur un support solide fonctionnalise. 

Les supports solides fonctionnalises permettant de fixer les acides 
nucleiques sont connus de I'Homme du metier, A titre d'exemple non-limitatif, on 
peut citer notamment les bilies magnetiques fonctionnalisees par la streptavidine 

15 (liaison a une molecule d'acide nucleique marquee par la biotine), un anticorps anti- 
fluoresceine ou anti-digoxygenine (liaison a une molecule d'acide nucleique marquee 
par la fluoresceine ou la digoxygenine), ou bien encore d'autres support fonctionnali- 
ses tels que des bilies de polymere non-magnetiques ou une surface d'or, fonctionnali- 
sees. 

20 Selon une autre disposition avantageuse de ce mode de mise en 

oeuvre, I'adaptateur A A' est lie a un marqueur permettant la detection d'hybrides 
d'acides nucleiques (ADN-ADN ou ADN-ARN), par exemple un fluorophore. 

Selon encore un autre mode de mise en oeuvre avantageux du 
precede selon T invention, lorsque ledit procede comprend une seule selection de 

25 fragments courts selon les etapes a) a d) telles que definies ci-dessus, il comprend au 
moins une etape additionnelle b*), c') et/ou d'), respectivement entre les etapes b) et c) 
ou c) et d), ou bien apres Tetape d), d' amplification des firagments F'l ou F2 a Paide 
d'lm couple d' amorces appropriees, de preference un couple d' amorces marquees a 
I'aide d'un marqueur tel que defini ci-dessus. 

30 De preference, les fragments F'l sont amplifies a I'aide d'un couple 

d'amorces AA' ou AC dans lequel la sequence des amorces A, A' et C est celle de 
Tun des brins des adaptateurs AA' et CC tels que definis ci-dessus, I'amorce A et/ou 
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Tamorce C etant eventuellement liees en 5', respectivement par un marqueur permet- 
tant la detection d'hybrides d'acides nucleiques (ADN-ADN ou ADN-ARN) et un 
marqueur qui peut se fixer sur un support solide fonctionnalis6, tels que definis ci- 
dessus. De preference, les fragments courts F2 sont lies en 3' avec un melange d'adap- 
5 tateurs complementaires de Tensemble des extremites 3' des dits fragments F2 
susceptibles d'etre generes par ladite erLzyme de restriction E2, puis lesdits fragments 
courts F2 sont amplifies a Taide d'une amorce (sens) A telle que definie ci-dessus, de 
preference liee en 5' a un marqueur permettant la detection d'hybrides d'acides 
nucleiques (ADN-ADN ou ADN-ARN), et d'un melange d'amorces anti-sens corres- 
10 pondant au melange des sequences de Tun des brins du melange d'adaptateur prece- 
dent. 

Selon encore un autre mode de mise en oeuvre avantageux du 
precede selon T invention, lorsque les etapes a) et b) sont realisees, respectivement 
avec deux enzymes de restriction differentes El a et Elc et deux adaptateurs difFerents 

15 AA' et CC tels que Fadaptateur AA' ou CC est lie a un marqueur qui peut se fixer 
sur un support solide fonctionnalise, les fragments F'l obtenus a Tetape b) ou b') sont 
mis en contact avec ledit support fonctionnalise prealablement a Tetape c) de coupure, 
et la fraction de fragments courts F2 de I'etape d) correspond, a la fraction de 
fragments qui est, soit retenue sur ledit support (adaptateur AA' lie au marqueur qui se 

20 fixe sur le support), soit libre (adaptateur CC lie au marqueur qui se fixe sur le 
support). 

Ladite firaction libre est recuperee par tout moyen connu de 
r Homme du metier, notamment par centrifugation ou aimantation du support 
fonctionnalise (billes), 

25 Ladite fraction retenue sur le support peut eventuellement etre 

recup6ree par d^naturation de T ADN double-brin, notamment par la sonde ou bien par 
amplification a I'aide d'un couple d'amorces appropriees, notamment avec une 
amorce A sens et un melange d'amorces anti-sens tel que defini ci-dessus. 

Conformement au precede de 1' invention, les dits fragments courts 

30 F2 obtenus a I'etape d) comprennent une extremite constituee par Tadaptateur AA' et 

sequence aleatoire de quelques bases (inferieure 10) generee par clivage avec 



I 

wo 2004/094662 PCT/FR2004/000963 

15 

I'enzyme de restriction E2 (figure 2) ; en consequence, il est possible de selectionner 
un ou plusieurs sous-ensembles de fi^agments courts F'2 par ligation avec un adapta- 
teur (BB') ou plusieurs adaptateurs diff^rents (B|Bi', B2B2\.)» chacun comprenant a 
Textremite 5' du brin B ou a rextremit6 3' du brin B', une sequence cohesive speci- 
5 fique de 1 a 10 bases, complementaire de I'extremit^ 3' d'un sous-ensemble de 
fragments courts F'2 (figure 3). Le ou lesdits sous-ensembles de fi-agments F'2 sont 
amplifies, de fa9on independante ou simultanee, par PGR a Taide d'un couple 
d' amorces dont la sequence est complementaire de celle des brins A et B' des adapta- 
teurs tels que definis ci-dessus. 

10 Conformement au precede de Tinvention, Tadaptateur BB' tel que 

defini a Tetape e) est un oligonucleotide d*au moins 6 pb, form6 de deux brins 
complementaires (B et B'), s61ectionne par tout moyen approprie connu en lui meme, 
notamment a Taide de logiciels de prediction de sequences appropries permettant 
d'optimiser la longueur, la structure et la composition des oligonucleotides (pourcen- 

15 tage de GC, absence de structures secondaires et/ou d'auto-appariement. . 

Conformement au precede de T invention ledit adaptateur en e) est 
lie aux extremites desdits fragments courts F2 par tout moyen approprie, connu en lui- 
meme, notamment a Taide d'une ligase a ADN, telle que la T4 ligase. 

Conformement au procede de Tinvention, Tamplification de Tetape 

20 f) est realisee notamment par PCR a Taide d'un couple d'amorces dont les sequences 
sens et anti-sens sont respectivement, celles du brin A et du brin B' des adaptateurs 
tels que definis ci-dessus. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de mise en oeuvre, 
Tetape e) comprend la ligation -de fa9on simultanee ou independante, de preference 

25 independante- d'une extremite des fragments courts F2 obtenus en d) a plusieurs 
adaptateurs differents (BiBi% B2B2\.)> chacun comprenant -a Textremite 5' du brin B 
ou a Textremite 3' du brin B'- une sequence specifique de 1 a 10 bases, complemen- 
taire de Textremite 3' libre dudit fi-agment court F2. Une telle disposition permet 
avantageusement d'obtenir des sous-groupes de fragments F'2, chacun correspondant 

30 a une empreinte ou a un marqueur genetique different ; ainsi des adaptateurs posse- 
dant des sequences specifiques de n bases permettent d'obtenir 4" sous-groupes 
d'empreintes gen6tiques differentes (figure 2). 
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Selon une autre disposition avantageuse de ce mode de mise en 
oeuvre, ledit adaptateur BB' (etape e) comprend un residu de phosphate lie de fa9on 
covalente a Textr^mit^ 5' du brin B ; ce r6sidu de phosphate permet a une en2yme 
comme la T4 ADN ligase de Uer ledit adaptateur k Textremite 3'-OH du fragment 
5 court F2, par I'lntermediaire d'une liaison phosphodiester. 

Selon encore une autre disposition avantageuse de ce mode de mise 
en oeuvre. Tune des amorces (etape f) est liee a son extremite 5' a un marqueur appro- 
prie permettant la detection d*hybrides d'acides nucleiques (ADN-ADN ou ADN- 
ARN), par exemple un fluorophore, 

10 Selon encore une autre disposition avantageuse des modes de mises 

en oeuvre precedents, ils comprennent une etape additionnelle d") ou g) d'obtention, 
par tout moyen appropri^, de fragments simple-brin k partir des fragments courts F2 
obtenus k Tetape d) ou d') ou bien des fragments courts F'2 obtenus a T^tape f). De 
preference. Tun des brins du fragment court obtenu a Tetape d), d') ou f) est prot6ge a 

15 son extremite 5' par un marqueur approprie ; un tel marqueur permet notamment 
d'eliminer le brin complementaire par Taction de la phosphatase puis de la 5' 
exonuclease. 

Selon encore une autre disposition avantageuse des modes de mises 
en oeuvre precedents, ils comprennent une etape additionnelle de purification, par tout 

20 moyen approprie, des produits d'amplification obtenus a Tetape b'), c'), d') ou f) ou 
des fragments simple brin obtenus aux etapes d") ou g). 

La presente invention a egalement pour objet un fragment d'ADN, 
representant un marqueur genetique susceptible d'Stre obtenu par le procede tel que 
defini ci-dessus, caract6ris6 en ce qu'il presente une sequence inferieure i 100 bases 

25 ou paires de bases comprenant au moins une sequence specifique constituee par un 
fragment d'ADN g6nomique ou d'ADNc horde respectivement par le site de 
reconnaissance et le site de clivage d'une en2yme de restriction E2 dont le site de 
clivage est situe en aval dudit site de reconnaissance, telle que Textremite 5' de ladite 
sequence specifique correspond aux x demieres paires de bases du site de 

30 reconnaissance -a N paires de bases- de ladite enzyme E2, avec 1< x < N-1, ledit 

sequence non-specifique. 
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Selon un mode de realisation avantageux dudit fragment d'ADN, il 
s'agit d'un fragment simple-brin. 

Selon un autre mode de realisation avantageux dudit fragment 
d'ADN, il est lie k Tune de ses extremites 5' i un marqueur approprie permettant la 
5 detection d'hybrides d'acides nucleiques (ADN-ADN ou ARN-ADNX par exemple un 
fluorophore. 

La presente invention a egalement pour objet un support approprie 
notamment un support miniaturise du type puce a ADN comprenant ledit fragment 
d'ADN. Les supports sur lesquels on pent immobiliser des acides nucleiques sont 

10 connus en eux-memes ; a titre d'exemple non-limitatif on pent citer ceux qui sont 
realises dans les materiaux suivants : plastique, nylon, verre, gel (agarose, 
acrylamide. . .) et silicium. 

Outre les fragments d'ADN tels que definis ci-dessus, Tinvention a 
egalement pour objet les melanges de fragments d'ADN correspondant aux sous- 

15 ensembles de fragments courts F'2 obtenus a Tetape f) ou g) ; lesdits fragments ou 
leurs melanges tels que definis ci-dessus sont utiles comme marqueurs genetiques pour 
Tanalyse de genomes et de transcriptomes, notamment pour la detection d'une espece, 
d'une variete ou d'un individu (animal, vegetal, microorganisme), la detection de 
polymorphisme des genes, et pour Tetablissement de profils d'expression geniques. 

20 En consequence, la presente invention a egalement pour objet 

Tutilisation d'un fragment d'ADN tel que defini ci-dessus ou bien de melanges de 
fragments d'ADN correspondant aux sous-ensembles de fragments courts F'2 obtenus 
a I'etape f) ou g) du proced6 tel que defini ci-dessus, comme marqueurs genetiques. 

La presente invention a egalement pour objet une methode 

25 d'hybridation d'acides nucl6iques, caracterisee en ce qu'elle met en oeuvre un 
fragment d'ADN tel que defini ci-dessus. 

La presente invention a egalement pour objet un kit pour la mise en 
ceuvre d'une methode d'hybridation, caracterise en ce qu'il comprend au moins un 
fragment d'ADN (cible ou sonde) tel que defmi ci-dessus ; de preference, lorsque ledit 

30 fragment est une cible, ledit kit comprend egalement une molecule d'acide nucleique 
complementaire dudit fragment d'ADN, notamment une sonde oligonucleotidique. 



wo 2004/094662 



PCT/FR2004/000963 



18 

La pr^sente invention a egalement pour objet Tutilisation d'au moins 
un adaptateur AA' tel que defini ci-dessus, en combinaison avec une enzyme E2 telle 
que definie ci-dessus, pour la preparation de fragments d'ADN tels que definis ci- 
dessus. 

La presente invention a egalement pour objet un kit pour la mise en 
CBuvre du procede tel que defini ci-dessus, caracterise en ce qu'il comprend au moins 
un adaptateur AA' et une enzyme E2 tels que definis ci-dessus ; de preference, ledit 
kit comprend 6galement au moins un adaptateur BB' et un couple d' amorces tels que 
definis ci-dessus. 

Outre les dispositions qui precedent, Tinvention comprend encore 
d'autres dispositions qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere k des 
exemples de mise en oeuvre du procede selon T invention et de son utilisation pour 
Tanalyse de genomes par hybridation avec des sondes oligonucleotidiques immobili- 
sees sur un support miniaturise du type puce k ADN, ainsi qu'aux dessins annexes dans 
lesquels : 

- la figure 1 illustre les etapes a) a d) du procede selon Tinvention ; 
pour simplifier la figure, seul le brin A de Tadaptateur AA' est annote, 

- la figure 2 illustre a Taide d'exemples de sites de coupure de 
Tenzyme de restriction El et de sites de reconnaissance de Tenzyme de restriction E2, 
la firaction de firagments courts F2 qui est selectionn6e a Tetape d) et ie nombre de 
sous-groupes potentiels d'empreintes obtenus ^ Tetape f), deduits a partir du nombre 
de bases selectionnees, respectivement aux extremites 5' (etape b) et 3' (etape e) 
desdits fi-agments courts d' ADN. 

- la figure 3 illustre les etapes e) et f) du procede selon Tinvention ; 
pour simplifier la figure, seuls les brins A et B des adaptateurs AA' et BB' sont anno- 
tes, 

- les figures 4-1 a 4-3 illustrent un premier exemple des etape a) a f) 
du procede selon T invention : figure 4-1 : etapes a et b, figure 4-2 : etapes c et d, 
figure 4-3 : etapes e et f ; 

- etape a) : les fragments d'ADN-double-brin sont eeneres par 
coupuie avcc r^coK I qui reconnaic te sue uAai ic. 
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. etape b) : Tadaptateur AA' (16/20 pb), comprend respectivement 
de 5' en 3': 15 paires de bases (zone 2 : GGAAGCCTAGCTGGA (SEQ ID N0:1) sur 
le brin A) et 1 pb de base non compiementaire du site EcoR I (C sur le brin A), ainsi 
que 4 bases complementaires du site EcoR I (zone 1) incluant I'extremit^ 5' du site 
5 Mme l (A) et un residu de phosphate, a Textremit^ 5'du brin A' (5 'phosphate- AATT). 
L'ADN ligase permet la liaison de Tadaptateur aux extremites cohesives des 
fragments EcoR / par Tintermediaire de liaisons phosphodiester, et 

- etapes c) et d) : les fragments lies a Tadaptateur sont coupes a 
I'aide de I'enzyme Mme I (enzyme E2) de fa9on a generer des fragments courts (45/43 

10 pb) a partir des fragments qui ont restaure le site Mme I (TCCPuAC) par ligation de 
I'adaptateur AA' avec un fragment dont Textremite 5' correspond a la sequence 
CPuAC ; la selection de 4 paires de bases specifiques (CPuAC) permet de diminuer le 
nombre de fragments d'un facteur 128 (4x2x4x4), par rapport k I'^chantillon de depart. 

- etape d\ : les fragments courts obtenus k Tetape c) sont purifies, 

15 - 6tape e) : les fragments courts purifies a Tetape d) sont lies a Tune 

de leur extremite a un adaptateur BiBf (14/16 pb) comprenant 2 bases complemen- 
taires de Textremite dudit fragment (TT) a I'extremite 3' du brin B'l, et un groupe- 
ment phosphate a Textremite 5' du brin Bi ; la selection de 2 bases specifiques (AA) 
permet de diminuer le nombre de fragments d'un facteur 2048 (4x2x4x4x16) par 

20 rapport a rechantillon de depart et d'obtenir des fragments courts de 59 paires de 
bases comprenant 28 paires de bases specifiques de TADN a analyser, lesquels frag- 
ments correspondent a 16 sous-groupes potentiels d'empreintes genetiques, 

- etape f) : les fragments selectionnes a Tetape e) sont amplifies a 
Taide d'amorces sens et anti-sens correspondant aux sequences complementaires de 

25 respectivement les brins A et B'l des adaptateurs AA' et BiB'^ 

- les figures 5-1 a 5-3 illustrent un deuxieme exemple des etape a) a 
£) du precede scion T invention : figure 5-1 : etapes a et b, figure 5-2 : etapes c et d, 
figure 5-3 : etapes e et f ; 

- etape a> : les fragments d'ADN-double-brin sont generes par 
30 coupure avec BamH I qui reconnait le site GGATCC, 

- etape b) : Tadaptateur AA' (16/20 pb), comprend respectivement 
de 5' en 3': 15 paires de bases (zone 2 : GGAAGCCTAGCTGGA (SEQ ID NO:l) sur 
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le brin A) et 1 pb de base non complementaire du site BamH I (C sur le brin A), aijtisi 
que 4 bases compl6mentaires du site BamH I (zone 1) incluant 2 bases de Textremite 
5' du site Mme I (AG) et un residu de phosphate, a rextremite 5' du brin A' 
(5'phosphate-GATC). L'ADN iigase permet la liaison de Tadaptateur aux extremites 
5 cohesives des fragments BamH I pax i'intermediaire de liaisons phosphodiester, et 

- etapes c) et d) : les fragments lies a Tadaptateur sont coupes a 
Taide de T enzyme Mme I (en2yme 2) de fa9on a generer des fragments courts (44/42 
pb) a partir des fragments qui ont restaure le site Mme J (TCCPuAC) par ligation de 
Tadaptateur AA' avec un fragment dont Textremite 5' correspond a la sequence 

10 PuAC ; la selection de 3 paires de bases sp6cifiques (PuAC) permet de diminuer le 
nombre de fragments d'un facteur 32 (2x4x4) par rapport a Techantillon de depart. 

- etape d) : les fragments courts obtenus a Tetape c) sont purifies, 

- etape e) : les fragments courts purifies a Tetape d) sont lies a Tune 
de leur extremite a un adaptateur BiBi' (14/16 pb) comprenant 2 bases complemen- 

15 taires de I'extremite dudit fragment (TT) ^ Textremite 3' du brin B'l, et im groupe- 
ment phosphate a Textremite 5' du brin Bi ; la selection de 2 bases specifiques (AA) 
permet de diminuer le nombre de fragments d'un facteur 512 (2x4x4x16) par rapport a 
Techantillon de depart et d'obtenir des fragments courts de 58 paires de bases 
comprenant 28 paires de bases specifiques de TADN a analyser, lesquels fragments 

20 correspondent a 16 sous-groupes potentiels d'empreintes genetiques, 

- etape f) : les fragments selectionnes a Tetape e) sont amplifies a 
Taide d'amorces sens et anti-sens correspondant aux sequences complementaires de 
respectivement les brins A et B'l des adaptateurs AA' et BiB'i. 

- les figures 6-1 a 6-3 illustrent un troisieme exemple des etapes a) a 
25 f) du procede selon 1' invention : figure 6-1 : etapes a et b, figure 6-2 : etapes c et d, 

figure 6-3 : etapes e et f ; 

- etape a) : les fragments d'ADN-double-brin sont generes par 
coupure avec Ksp I qui reconnait le site CCGCGG, 

- etape b) : Tadaptateur AA' (18/16 pb), comprend respectivement 
30 de 5' en 3': 15 paires de bases (zone 2 : GGAAGCCTAGCTGGA (SEQ ID NO:l) sur 

et 2 bases complementaires du site Ksp I (GC sur le brin A) et un residu de phosphate, 
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k I'extremite 5'du brin A' ; ledit adaptateur incluant 3 bases de rextremite 5' du site 
Eci I (GGC). L' ADN ligase permet la liaison de I'adaptateur aux extremites cohesives 
des fragments Ksp / par Tinterm^diaire de liaisons phosphodiester, et 

- etapes c) et d) : ies fragments lies a I'adaptateur sent coupes a 
5 I'aide de Tenzyme Eci I (en2yme 2) de fa9on a generer des fragments courts a partir 

des fragments qui ont restaure le site Eci I (GGCGGA) par ligation de I'adaptateur 
AA' avec un fragment dont I'extremite 5 'correspond a la sequence A; la selection 
d'une paire de bases specifiques permet de diminuer le nombre de fragments d'un 
facteur 4 par rapport a Techantillon de depart. 
10 - 6tape d) : les fragments courts obtenus a I'etape c) sont purifies, 

- etape e) : les fragments courts purifies k Tetape d) sont lies a Tune 
de leur extremity k un adaptateur BiBr (14/16 pb) comprenant 2 bases compl^men- 
taires de Textremite dudit fragment (TT) a I'extremit^ 3' du brin B'l, et un groupe- 
ment phosphate a Textremite 5' du brin B| ; la selection de 2 bases specifiques (AA) 

15 permet de diminuer le nombre de fragments d'un facteur 64 (4x16) par rapport a 
I'echantillon de depart et d'obtenir des fragments courts comprenant 28 paires de 
bases specifiques de PADN a analyser, lesquels fragments correspondent a 16 sous- 
groupes potentiels d'empreintes genetiques, 

- etape f) : les fragments selectionnes a Tetape e) sont amplifies a 
20 I'aide d' amorces sens et anti-sens correspondant aux sequences complementaires de 

respectivement les brins A et B'l des adaptateurs AA' et BiB'i, 

- la figure 7 illustre un exemple de mise en oeuvre du procede selon 
r invention a Taide de deux enzymes El differentes (El a coupe frequemnient comme 
Msp I et Tag"^ I et Elc coupe rarement comme Pst /, EcoR i), de fa9on a reduire 

25 d'avantage la complexity de TADN a analyser, par introduction d'une selection 
suppl6mentaire par la coupure par Tenzyme Elc. Les sequences des sites de restric- 
tion sont indiquees dans le sens 5 '^3' pour le brin positif Les bases indiquees en 
gras restent sur le fragment d'interet apres coupure. Les bases soulignees sont celles 
qui sont imposees par le couplage des enzymes EU et E2. 

30 - la figure 8 illustre un exemple de mise en oeuvre du procede selon 

rinvention a I'aide de deux enzymes El differentes, de fafon k selectionner un 
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premier ensemble de fragments A=C puis une fraction de fragments courts F2 (etape 
c). 

Exemple 1 : Preparation de courts fragments d'ADN (cible ou sonde) selon le 
proced^ de Tinvention. 

5 La preparation des acides nucleiques, las digestions enzymatiques, les 

ligations, les amplification PGR et la purification des fragments ainsi obtenus, ont ete 
r^alisees en utilisant les techniques classiques, selon les protocoles standards tels que 
ceux decrits dans Current Protocols in Molecular Biology (Frederick M. AUSUBEL. 
2000. Wiley and son Inc. Library of Congress, USA). 
1 0 L' ADN genomique a ete extrait k partir de sang de bovin, k I'aide du 

kii PAXgene Blood DMA (reference 761133, QIAGEN), selon les instructions du 
fabricant. 

Les adaptateurs et les amorces suivants ont ete synth^tises par MWG 

BIOTECH : 
15 - adaptateur AA' ■ 

- brin A : 5'-GGAAGCCTAGCTGGAC-3' (SEQ ID NO:2) 

- brin A' : 5' -P-AATTCTCCAGCTAGGCTTCC-3' (SEQ ID NO:3) 

- adaptateur BB* 
B : 5'-P- GGTGAGCACTCATC-3' (SEQ ID NO:4) 
B ' : 5 '-GATGAGTGCTGACCTT-3 ' (SEQ ID NO:5) 

- amorces 

On peut utiliser indifferemment le couple d'amorces 1 : 
Sens : 5'-CCTTCGGATCGACCTG-3' (SEQ ID NO:6) 
Anti-sens : 5'-CTACTCACGAGTGGAA-3' (SEQ ID NO: 7) 
ou le couple d'amorces 2 : 

Sens : 5'-GGAAGCCTAGCTGGAC-3* (SEQ ID NO:2) 
Anti-sens : 5'GATGAGTGCTGACCTT-3' (SEQ ID NO:5). 

Le couple d'amorces 2 permet notamment de r^utiliser une partie des sequences des 
adaptateurs. 

Les fragments courts d'ADN (F2 et F'2) ont ensuite ete prepares 
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1) Digestion de TADN g^nomique par Eco jg/et ligation des fragments a Tadaptateur 
AA' fetapes a et b) 

L'ADN genomique purifie (5 jag) et I'adaptateur (5 fxg) ont ete incu- 
bes, 3 h a 37 ^C, dans 40 ^1 de tampon 10 mM Tris-HCl, pH 7,5, 10 mM MgCh, 50 
5 mM NaCl, 10 mM DTT, I mM EDTA, 1 mM ATP et 1 mg BSA, contenant 50 UI 
d'EcoR / et 2 UI de T4 ADN-iigase. Les fragments d'ADN lies a leurs extremites a 
I'adaptateur AA' ainsi obtenus ont ete purifies par precipitation dans un melange 1 : 4 
(VA/^) d'acetate d'ammonium 3M et d'ethanoL 

2) Digestion des fragments oar Mme I et selection des fragments courts F2 fetapes c) 
10 etd)) 

Le culot a ete remis en suspension dans 40 p,l de tampon 50 mM 
ac6tate de potassium, 20 mM Tris-acetate, 10 mM acetate de magnesium, 1 mM DTT, 
pH 7,9 et incube 1 h a 37 °C en presence de 5 UI de Mme I. 

3) Purification de la fraction de fragments courts F2 (etape d) 

15 L'en2yme a ete eliminee a Taide du kit Micropure-EZ 

(MILLIPORE), les sels ont ensuite ete elimines par filtration (Microcon YM3) puis 
TADN retenu sur le filtre YM3 a ete elue et les fragments courts ont 6t6 purifies par 
filtration (Microcon YM 30 ou YM 50, MILLIPORE) ; les figments d'ADN de 
moins de 100 pb correspondant a Teluat, les fragments de plus grande taille etant rete- 

20 nus sur le filtre. 

4) Ligation des fragments courts F2 a Tadaptateur BB' fetape e^ 

Les fragments courts obtenus a T etape d) et I'adaptateur BB' (3 fig) 
ont ete incubes, 3 h a 37 ''C, dans 40 |ai de tampon 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 10 mM 
MgCl2, 50 mM NaCl, 10 mM DTT, 1 mM EDTA, 1 mM ATP et 1 mg BSA, conte- 
25 nant 2 UI de T4 ADN-ligase. 

5) Amplification des fragments courts lies a Tadaptateur BB' (F'2) (€tane f) 

Les fragments courts lies a I'adaptateur BB' obtenus a Petape e) ont 
ensuite 6te amplifies par PGR a Paide du couple sens et anti-sens, correspondant aux 
sequences complementaires des brins A et B' des adaptateurs AA' et BB', dans un 
30 volume reactionnel de 50 |xl contenant : 1 ng de fragments d'ADN, 150 ng de chacune 
des amorces et 2 UI d'AmpliTaq GOLD® (PERKIN ELMER) dans un tampon 15 
mM Tris HCl, pH 8,0, 10 mM KGl, 5 mM MgCb et 200 fiM dNTPs. L' amplification 
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a 6ti realisee dans un thermocycleur, pendant 35 cycles comprenant : une etape de 
denaturation a 94 " C pendant 30 s, suivie d'une etape d'hybridation a 60 °C pendant 
30 s et d'une 6tape d'extension h 72 °C pendant 2 min. Les fragments amplifies par 
PGR ont 6t6 purifies k I'aide du kit MinElute PCR Purification (r6f6rence LSKG, 
5 QIAGEN), en suivant les instructions du fabricant. 

L'enzyme, les sels et les dNTPs libres ont ete elimines par filtration 
sur Micropure-EZ (MILLIPORE) puis sur Microcon YM3 (MILLIPORE) et le produit 
d'amplification PCR retenu sur le filtre a ensuite ete elue. 

Exemple 2 ; Utilisation des ADN-cibies pour hybrider des sondes oligonucleo- 
10 tidiques 

Les fragments courts d'ADN double-brin (ADN-cibles) obtenus a 
I'exemple 1 ont ete convertis en ADN simple-brin par digestion, 30 min a 37 °C, dans 
un volume rdactionnel de 40 \i\ contenant 3.10*^ UI de 5'-exonuclease dans un tampon 
0,02 M citrate d'ammonium, pH 5. L'enzyme, les sels et les dNTPs libres ont ete eli- 
15 min6s par filtration sur Micropure-EZ (MILLIPORE) puis sur Microcon YM3 
(MILLIPORE) et I'ADN simple-brin retenu sur le filtre a ensuite ete elue. 

Un support en verre du type puce a ADN, sur lequel sont immobili- 
sees des sondes oligonucleotidiques dont certaines sont complementaires des frag- 
ments d'ADN-cible obtenus k I'exemple 1, a ete prepare selon les techniques connues 
20 en elles-m6mes. Lesdits ADN-cibles ont ensuite ete dilues dans du tampon 
d'hybridation (H7140, SIGMA) et 10 ^il ont ete deposes sur le support en verre, entre 
lame et lamelle. L'hybridation a ensuite 6t€ realisee, en chambre humide dans un 
thermocycleur, dans les conditions suivantes : 80°C pendant 3 min, puis la tempera- 
ture est abaissee a 50°C par palier de 0,rC/s et enfin la temperature est maintenue a 
25 SO^C pendant 10 minutes. La reaction d'hybridation a ensuite ete stoppee par depot 
des lames de verre sur la glace. 

L'excds de fragments d'ADN-cible non-complementaires des sondes 
a ensuite ete elimine par des lavages successifs : 30 s avec du SSC 2X (SIGMA, 
S6639), 30 s avec du SSC 2X additionne de 0,1 % SDS (L4522, SIGMA), et 30 s avec 
30 duSSC0,2X, a + 4°C. 
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Les lames de verre ont ensuite ete sechees et I'hybridation a ete 
visualisee et analysee a Taide d'un scanner (modele Gentaq, GENOMIC 
SOLUTION). 

Exemple 3 : Preparation de courts fragments d'ADN a I'aide de deux enzymes 
5 El differentes EIa et Elc 

L'ADN genomique est prepare comme decrit a rexemple 1, 
Les adaptateurs et les amorces suivants ont ete synthetises : 

- adaptateur AA' (compiementaire du site Taq^ I) 

- brin A :5'- GACGATGAGTCCTGAC-3' (SEQ ID NO : 8) 

10 - brin A': 5'-P- CGGTCAGGACTCATCGTC- 3'(SEQ ID NO: 9) 

- adaptateur CC (compiementaire du site EcoR I) 

- brin C : 5'P-AATTGGTACGCAGTCTAC-3'(SEQ ID NO : 10) 

- brin C : 5'.GTAGACTGCGTACC-3' (SEQ ID NO : 11) 

amorces 

15 - amorce sens: 5'- Cy3-GACGATGAGTCCTGACCG-3' (SEQ ID NO : 12) 

- amorce anti-sens: 5'-biotine-GTAGACTGCGTACCAATT-3' (SEQ ID NO : 13) 

Les fragments courts d'ADN (F2 ) ont ensuite ete prepares selon les 

etapes suivantes : 

1) Digestion de T ADN genomique par Eco RI et Tag"^ I et ligation des fragments aux 
20 adaptateurs AA' et CC Tetapes a et 

L'ADN genomique purifie (5 p,g) et chacun des adaptateurs (5 ^ig de 
AA' et 5 |xg de CC) ont ete incubes, 3 h a 37 °C, dans 40 iil de tampon 10 mM Tris- 
HCl, pH 7,5, 10 mM MgCh, 50 mM NaCl, 10 mM DTT, 1 mM EDTA, 1 mM ATP et 

1 mg BSA, contenant 50 UI d'EcoR /, 50 UI de Taq'^Ui 2 UI de T4 ADN-ligase. 
25 2) Amplification des fragments F'l 

Les fragments d'ADN F'l lies en 5' a I'adaptateur AA' et en 3' a 
Padaptateur CC ont ete amplifies a Taide des amorces sens et antisens (SEQ ID NO : 
8 et 1 1) dans un melange reactionnel de 50 \x\ final contenant 1 jil de fragments ligues, 

2 UI de polymerase (AmpliTaq Gold, PERKIN-ELMER), 150 ng de chacune des 
30 amorces, 200 \xM de chacun des dNTPs dans un tampon Tris-HCl, pH 8, 10 mM KCl, 

5 mM MgCh- L'amplification est realis6e dans les conditions suivantes : 35 cycles 
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comprenant une etape de denaturation a 94°C pendant 30 s, une etape d'hybridation a 

60^C pendant 30 s puis une etape d' elongation k 72 ®C pendant 2 min. 

3) Liaison des fragments (A—O h des billes magnetiques fonctionnalisees 

Les billes magnetiques fonctionnalisees par la streptavidine 
5 (DYNAL ou MOLECULAR PROBES ; 500 |uig) remises en suspension, sont placees 
a proximite d'un aimant pour former un culot, puis le sumageant est elimine. Les 
billes sont rincees deux fois dans 50 ^il de tampon (2 M NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 
7,5, 1 mM EDTA) puis remises en suspension dans 100 yl de tampon (1 M NaCl, 5 
mM Tris-HCl pH 7,5, 0,5 mM EDTA). Le produit de la reaction PGR (50 ^tl) est 
10 ajoute a la suspension de billes, puis le melange est agite fortement puis incube sous 
agitation, pendant 30 min a temperature ambiante. Le sumageant est ensuite elimine 
par aimantation comme ci-dessus, et les billes sont rincdes avec 100 jal de tampon 
0,1XSSC, 0,1 %SDS. 

3) Digestion des fragments F' 1 (A=C) par BseR I et purification des fragments courts 

1 5 F2 (etapes c et d)) 

Le culot forme par les billes a ete remis en suspension dans 40 \xl de 
tampon de reaction de Tenzyme BseR I et incube 3 h a 37 °C en presence de 5 UI de 
BseR I. Les fragments courts F2 qui ont ete liberes dans le milieu reactionnel sont 
recuperes. 

20 4) Hybridation des ADN-cibles 

Un support en verre du type puce a ADN, sur lequel sont immobili- 
sees des sondes oligonucleotidiques dont certaines sont complementaires des frag- 
ments d'ADN-cible obtenus, a ete prepare selon les techniques connues en elles- 
memes. Lesdits ADN-cibles ont ensuite ete denatures pendant 3 min a 95 °C, dilues 

25 dans du tampon d'hybridation (H7140, SIGMA) et 10 fil ont ete deposes sur le 
support en verre, entre lame et lamelle. L'hybridation a ensuite ete realisee, en 
chambre humide, pendant 2 heures a 50 **C. La reaction d'hybridation a ensuite ct6 
stoppee par depot des lames de verre sur la glace. 

L'excds de fragments d'ADN-cible non-complementaires des sondes 

S6639), 30 s avec du SSC 2X additionne de 0,1 % SDS (L4522, SIGMA), et 30 s avec 
duSSC0,2X, ^ + 4»C. 
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Les lames de verre ont ensuite ete sechees et Thybridation a ete 
visualisee et analysee k I'aide d'un scanner (modele Gentaq, GENOMIC 
SOLUTION). 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, I'invention ne se limite 
5 nullement a ceux de ses modes de mise en oeuvre, de realisation et d'application qui 
viennent d'etre decrits de fa9on plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
variantes qui peuvent venir a Tesprit du technicien en la matiere, sans s'ecarter du 
cadre, ni de la portee, de la presente invention. 
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REVENDICATIONS 

I'') Procede de preparation de fragments d'ADN, k partir d'un 
echantillon d'acides nucleiques a analyser, lequel procede est caracterise en ce qu'il 
comprend la fragmentation selective desdits acides nucleiques a Taide d'au moins les 
5 etapes suivantes : 

I. Une premiere selection de fragments courts comprenant : 

a) la preparation de premiers fragments d'ADN double-brin Fl a 
Taide d'au moins une enzyme de restriction El, apte k fragmenter de manidre alea- 
toire Techantillon d'acides nucleiques k analyser, en generant lesdits fragments Fl 

10 d'ADN aux extremites franches ou cohesives, 

b) la ligation des extremites desdits fragments Fl d'ADN obtenus a 
I'etape a) k au moins un adaptateur AA% de maniere a former un motif - situe a la 
jonction de Textr^mite complementaire dudit adaptateur et de I'extremite 5' desdits 
fragments Fl, tel que : 

15 - la sequence dudit motif est celle des N-x premieres paires de bases 

du site de reconnaissance -a N paires de bases- d'une enzyme de restriction E2 dont le 
site de coupure est situe en aval dudit site de reconnaissance, avec 1< x <N-l et 

- son extremite 3' -situee en 5' desdits fragments d'ADN Fl- est 
celle du site de restriction de I'enzyme de restriction El, de maniere a obtenir des 

20 fragments d'ADN F' 1, 

c) la coupure des fragments F'l d'ADN obtenus en b) -a proximite 
de leur extremite 5'- a I'aide de iadite enzyme de restriction E2, de fa9on a selection- 
ner une fraction de fragments courts F2, et 

d) la purification par tout moyen approprie de ladite fraction de frag- 

25 ments courts F2, 
et eventuellement, 

II. Une deuxieme selection d'un ou plusieurs sous-ensembles de 
fragments a partir de la fraction de fragments courts F2 obtenue a I'etape d), confor- 
mement aux etapes suivantes : 

30 e) la ligation de i'extremite libre (non liee a I'adaptateur AA') de 

^A^a^xiic^i^is ouuils ]l ^ ouiciius ^ii Ki) <x au xiioiio laii :>ccuiiU ctudpLatcur compiemeniuire 
BB' (obtention de fragments F'2), et 
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f) I'amplification des fragments courts F'2 lies auxdits adaptateurs 
(AA' et BB'), a I'aide d'au moins un couple d'amorces appropriees. Tune au moins 
etant eventuellement marquee a son extr^mite 5', de fa9on a selectionner au moins un 
sous-ensemble de fragments courts F*2, a partir de la fraction de fragments courts F2 
obtenue en d). 

2"") Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que Tetape a) 
est realisee avec deux en2ymes de restriction El differentes. El a et Elc, telles que : 

- Tune au moins genere des extremites cohesives, distinctes de celles 
eventuellement generees par I'autre enzyme de restriction, et 

- I'extremite 3' du site de restriction de EIia est celle du motif tel 
que defini a I'etape b). 

3"") Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que Tune des 
enzymes coupe frequemment et Tautre rarement. 

4^) Precede selon la revendication 3, caracterise en ce que : 

- Tenzyme qui coupe frequemment est Tenzyme EIa, laquelle 
enzyme El a genere au moins une extremite d'un fragment Fl, qui se lie a Tadaptateur 
AA' a I'etape b), et 

- Tenzyme Elc qui coupe rarement, genere au moins une extremite 
d'un fragment Fl, qui se lie a Tetape b), a un second adaptateur CC qui est different 
de Tadaptateur AA\ 

5*") Procede selon I 'une quelconque des revendications 1 a 4, carac- 
terise en ce que les etapes a) et b) sont realisees simultanement. 

6^) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, carac- 
terise en ce qu'il comprend une etape additionnelle de purification des fragments inf6- 
rieurs a 1000 pb, prealablement a I'etape b) de ligation, 

7"*) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, carac- 
terise en ce que Tadaptateur AA' tel que defini a Tetape b) comprend a Textremite 3' 
du brin A et/ou 5' du brin A', une zone 1 d'environ 1 a 8 bases ou paires de bases qui 
est identique ou complementaire- en totalite ou en partie- au site de restriction de 
I'enzyme El, laquelle zone 1 est choisie de maniere a reconstituer la sequence desN-x 
premieres bases ou paires de bases du site de reconnaissance de I'enzyme de restric- 
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tion E2, par ligation dudit adaptateur AA' aux extremites desdits fragments d'ADN 
obtenus en a). 

8°) Precede selon la revendication 7, caracterise en ce que ladite 
zone 1 inclut un ou plusieurs misappariements avec la sequence dudit site de coupure 
5 de I'enzyme de restriction EL 

9"") Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 8, carac- 
terise en ce que Tadaptateur tel que defini a Tetape b) coxnprend en amont de la zone 
1, une zone 2 d'au moins 6 paires de bases. 

lO"") Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 9, carac- 
10 terise en ce que I'adaptateur tel que defini k Tetape b) comprend au moins une base 
situee entre la zone 1 et la zone 2, dififerente de celle qui dans le site de coupure de 
ren2yme de restriction El, est inunediatement adjacente k la sequence compl6men- 
taire correspondant a la zone 1 . 

IP) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 10, 
15 caracterise en ce que Padaptateur tel que defini a I'etape b) comprend un residu de 
phosphate lie de fafon covalente a Pextremite 5' du brin A\ 

12"") Procede selon Pune quelconque des revendications 1 a 11, 
caracterise en ce que lorsque ledit procede consiste en une seuie selection de 
fi-agments courts selon les etapes a) a d), ii comprend au moins une etape additionnelle 
20 b'), c') et/ou d'), d'amplification des fi-agments F'l ou F2 a Paide d'un couple 
d*amorces appropri^s, de preference un couple d'amorces marquees. 

13°) Procede selon Pune quelconque des revendications 1 d 12, 
caracterise en ce que Padaptateur AA' tel que defini a Petape b) est lie k Pextremite 5' 
de son brin A a un marqueur approprie, notamment un marqueur qui permet la detec- 
25 tion d'hybrides d'acides nucleiques ou im marqueur qui pent se fixer sur un support 
solide fonctionnalise. 

14"*) Procede selon i'une quelconque des revendications 2 a 13, 
caracterise en ce que Pextremite 5' du brin C de Padaptateur CC est liee a un 
marqueur, iequel marqueur pent se fixer sur un support solide fonctionnalise. 
30 IS*') Procede selon I'une quelconque des revendications 12 ^ 14, 

wu*iuv...w...^o xrc^giiiciio i A OL>«.ciiu:> a i ciape o) ou o j 5ont mis en contact 

avec ledit support fonctionnalise prealablement k Petape c) de coupure, et la fraction 
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de fragments courts F2 de I'etape d) correspond, a la fraction de fragments qui est, soit 
retenue sur ledit support (adaptateur AA' lie au marqueur qui se fixe sur le support), 
soit libre (adaptateur CC lie au marqueur qui se fixe sur le support). 

16'') Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 1 1 et 13 
5 a 15, caracterise en ce qu'il comprend a T^ape e), la ligation de plusieurs adaptateurs 
complementaires differents (B|Bi\ B2B2*..), chacun comprenant, a Textremite 5' du 
brin B ou a Textremite 3' du brin B\ une sequence specifique de 1 a 10 bases. 

l?"") Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 11 et 13 
a 16, caracterise en ce ledit adaptateur BB* tel que defini a I'etape e) comprend un 
10 residu de phosphate lie de fa^on covalente a I'extremite 5' du brin B. 

18"*) Procede selon Time quelconque des revendications 1 a 1 1 et 13 
a 17, caracterise en ce que Tune des amorces telles que definies a Tetape f) est liee a 
son extremite 5' a un marqueur approprie. 

19"") Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 18, 
15 caracterise en ce qu'il comprend une etape additionnelle d") ou g) d'obtention, par 
tout moyen approprie, de fragments simple-brin a partir des fragments courts F2 obte- 
nus k Tetape d) ou d') ou bien des fragments courts F'2 obtenus a I'etape f). 

20°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 19, 
caracterise en ce quMl comprend une etape additionnelle de purification, par tout 
20 moyen approprie, des produits d' amplification obtenus a I'etape b'), c'), d') ou f) ou 
des fragments simple brin obtenus a Tetape d") ou g). 

2P) Fragment court d'ADN, representant un marqueur genetique 
susceptible d'etre obtenu par le procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 
20, caracterise en ce qu'il presente une sequence inferieure a 100 bases ou paires de 
25 bases, comprenant au moins une sequence specifique constituee par un fragment de 
sequence g6nomique ou de sequence d'ADNc borde respectivement par le site de 
reconnaissance et le site de clivage d'une en2yme de restriction E2 dont le site de 
clivage est situe en aval dudit site de reconnaissance, telle que I'extremite 5' de ladite 
sequence specifique correspond aux x demidres paires de bases du site de 
30 reconnaissance -a N paires de bases- de ladite enzyme E2, avec 1< x < N-1, ledit 
marqueur incluant k chaque extr6mite au moins 6 bases ou 6 paires de bases de 
sequence non-specifique. 
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22°) Fragment d'ADN selon la revendication 21, caracteris^ en ce 
qu'il s'agit d'un fragment simple-brin. 

23'') Fragment d'ADN selon la revendication 21 ou la revendication 
22, caracterise en ce qu'il est lie a Tune de ses extremites 5' a un marqueur approprie. 

24°) Puce a ADN, caract^risee en ce qu'elle comprend un fragment 
d'ADN selon Tune quelconque des revendications 21 a 23. 

25°) Utilisation d'un fragment d'ADN selon Tune quelconque des 
revendications 21 a 23 comme marqueur gen^tique. 

26°) Utilisation d'un melange de fragments d'ADN tel que defmi a 
I'etape d) ou f) du procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 20, a I'etape 
d') du procede selon la revendication 12 ou a Tetape d") ou g) du procede selon la 
revendication 19, comme marqueur genetique. 

27°) Methode d'hybridation d'acides nucleiques, caract6risee en ce 
qu'elle met en oeuvre un fragment d'ADN selon I'une quelconque des revendications 
21 a 23 ou une puce a ADN selon la revendication 24, 

28°) Kit pour la mise en oeuvre d'une methode d'hybridation, carac- 
terise en ce qu'il comprend au moins un fragment d'ADN selon I'une quelconque des 
revendications 21 a 23 ou une puce a ADN selon la revendication 24, 

29°) Kit selon la revendication 28, caracterise en ce qu'il comprend 
egalement une sonde oligonucleotidique complementaire dudit fragment d'ADN. 

30°) Utilisation d'un adaptateur AA' tel que defini a I'une 
quelconque des revendications 7 a 1 1 en combinaison avec une enzyme de restriction 
E2 telle que definie a la revendication 1, pour la preparation de marqueurs genetiques 
tels que definis a Tune quelconque des revendications 21 a 23. 

31°) Kit pour la mise en oeuvre du procede selon I'une quelconque 
des revendications 1 a 20, caracterise en ce qu'il comprend au moins un adaptateur 
AA' tel que defini tel que defini a I'une quelconque des revendications 7 a 1 1 et une 
enzyme de restriction E2 telle que definie a la revendication 1 . 

32°) Kit selon la revendication 31, caracterise en ce qu'il comprend 
egalement au moins un adaptateur BB' tel que defini a la revendication 1, 16 ou 17 et 
Oil coupic u. auioxces, lciic5 quc uciimes d la revenaication i ou 15. 
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Enzyme El a 




Bnzyme E2 


Nom 


Site de 


Selection 1 des 


Nom 


Site de 


Selection 2 des 


Selection 3 




restriction 


fragments par 
la coupure 1 
(etape a) 




restriction 


fragments par 
la coupure 2 
(etape c) 


eventuelle des 
fragments (etapes e 
et f) 




-TCGA 




BseRI 


-GAGGAGNjo 


1 1 


1 1 


Tag'' I 


-AGCT 


gouvemee par 
Elc 




-CTCCTCNg 


4^* 256 


4^ 16 


Mspl 


CCGG 




BsmFI 


-GGGACNio 


1 I 


1 1 




-GGCC 


gouvemee par 
Elc 




CCCTGNh 


4^ 64 


4^ 256 


MspJ 


-CCGG 




Ecil 


-GGCGGANn 


1 1 


1 1 




-GGCC 


gouvemee par 
Elc 




-CCGCCTN9 


4^* 256 


4- 16 


Msp I 


-CCGG 


gouvemee par 
Elc 


Fokl 


-GGATGNo 
-CCTACN,3 


1 1 
4^ 64 


1 1 

4^* 256 
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ADN genomique 



I- Digestion par le pool I d'enzymes de restriction (au nioins 2) 
lA : coupe frequemment ; IC ; coupe rarement 




Ligation d'adaptateurs particuiiers pour ne selectionner que 
les fragnnents ayant ete coupes par 2 enzymes differentes 
+ amplification PGR avec amorces marquees et particuiieres 



C = : adaptaceur ou amorce correspondanc k renzyme iC, 
foncdonnalise par une biotine 

: adaptateurou amorce correspondant k I'enzyme I A, 
- fonctionnalise par un fluorophore 
• portaiu le debut du site de restriction d'une enzyme 2 de classe lis 



3. Fixation sur les billes streptavidine : 
I ere selection par elimination des fragments A=A 




Elimines par rin^age des billes 



4. Coupure par I'enzynie 2 des fragments A=G portant la fin 
du site de restriction de Tenzyme 2 (le debut est sur A) 
= 2"'-*'-^ selection de fragments (etape C) 

Fragments d'interet a analyser en hybridation : 

- issu d*une double coupure lAJlc 
A= 1 - portant la totalite du site de restriction 2 

- portant une sequence informative d'interet 

- deja marques par un fluorophore 
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S263EXT94.ST25 
SEQUENCE LISTING 



<110> Commissariat a 1 * Energie Atomique 
Universite Joseph Fourier 

centre National de la Recherche Scientifique 
BRACKET, Anne-Gael le 
RIZO, Philippe 
TABERLET, Pierre 



ac'^S'es Z°c^i1tJt r^*'si:%i^,tltZf,r"^' "^^ f-3«e„tatio„ selective des 



<130> 263EXT94 



<160> 13 



<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 
<211> 15 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> brin A de Tadaptateur aa' 

<400> 1 
ggaagcctag ctgga 

<210> 2 

<211> 16 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 



<220> 
<223> 
<400> 



brin A de Vadaptateur aa* 
2 
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S263EXT94.ST25 

ggaagcctag ctggac 

<210> 3 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 



<220> 

<223> brin A' de Tadaptateur aa' 
<220> 

<221> mi sc_f eature 

<222> (1) . . CD 

<223> phosphate 



<400> 3 

aattctccag ctaggcttcc 2o 

<210> 4 

<211> 14 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 



<220> 

<223> brin B de Tadapatateur BB' 
<220> 

<221> mi sc_f eature 

<222> (1) . , (1) 

<223> phosphate 



<400> 4 
ggtgagcact catc 

<210> 5 
<211> 16 
<212> DNA 

<213> artificial sequence 

Page 2 
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S263EXT94.ST25 

<220> 

<223> brin B' de Vadaptateur BB' 

<400> 5 

gatgagtgct gacctt 

16 

<210> 6 
<211> 16 
<212> DNA 

<213> artificial sequence 



<220> 

<223> amorce sens 
<400> 6 

ccttcggatc gacctg 

<210> 7 

<211> 16 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> amorce anti-sens 

<400> 7 

ctactcacga gtggaa 

<210> 8 

<211> 16 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 



<220> 

<223> brin A de Vadaptateur aa' 

<400> 8 

gacgatgagt cctgac 

<210> 9 

<211> 18 

<212> DNA 



• • • 
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<220> 

<223> brin A' de Vadaptateur aa* 
<220> 

<221> misc^feature 
<222> 

<223> phosphate 
<400> 9 

cggtcaggac tcatcgtc 

18 

<210> 10 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> brin c de Vadaptateur cC 
<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1) . . (1) 
<223> phosphate 

<400> 10 

aattggtacg cagtctac 

18 

<210> 11 
<211> 14 
<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 



<223> brin c* de Vadaptateur cC 



<400> 11 
gtagactgcg tacc 
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<210> 12 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> amorce sens 
<220> 

<221> mi sc_feature 

<222> CI) . . (1) 

<223> Cy3 

<400> 12 

gacgatgagt cctgaccg 

<210> 13 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> amorce anti-sens 
<220> 

<221> mis cofeature 

<222> (1) . . (1) 

<223> biotine 



18 



\ 



<400> 13 

gtagactgcg taccaatt 



18 
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